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二至丸抑制乳腺癌细胞在骨微环境中的定植及骨破坏的作用及机制研究  
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摘  要：目的  探究二至丸调控肿瘤细胞-成骨细胞黏附干预乳腺癌骨内生长的机制。方法  采用MTT法、细胞划痕实验和

结晶紫染色考察二至丸（19.53～5 000.00 μg·mL−1）对 4T1细胞活力、迁移及增殖的影响。将 4T1-Luc细胞接种于小鼠胫骨

构建乳腺癌骨内生长模型，通过生物发光成像、活体及离体Micro-CT、生存期和脏器指数评价二至丸（10、5 g·kg−1）的体

内药效及安全性，免疫组织化学检测荷瘤胫骨病灶组织中压电型机械敏感离子通道组件 1（Piezo-1）和神经型钙黏蛋白（N-

cdh）的表达。采用 Fluo-4 AM探针检测 4T1细胞内 Ca2+水平，Western blotting检测 Piezo-1、磷酸化钙调蛋白依赖性蛋白激

酶Ⅱ（p-CaMKII）、磷酸化环磷酸腺苷反应元件结合蛋白（p-CREB）及 N-cdh蛋白的表达。构建 4T1细胞与成骨细胞直接

接触共培养模型，通过细胞黏附、免疫荧光共定位和阻断实验评价 N-cdh/钙黏蛋白 11（Cdh-11）介导的细胞间黏附，并采用

原子力显微镜（AFM）单细胞力谱技术测定两类细胞间的黏附力和黏附功。结果  与对照组比较，二至丸可降低 4T1 细胞

活力，抑制其迁移和增殖（P＜0.01、0.001）。体内实验表明，与模型组比较，二至丸干预后小鼠胫骨局部生物发光信号减

弱，骨内肿瘤负荷降低，活体及离体骨 CT显示骨组织破坏趋势减轻，免疫组织化学结果进一步显示，二至丸可降低荷瘤胫

骨病灶组织中 Piezo-1和 N-cdh的阳性表达（P＜0.01、0.001）；小鼠生存时间延长，且心、肾、脾、肝等脏器指数未见明显

异常。细胞分子机制研究表明，二至丸下调 4T1 细胞中 Piezo-1的表达，减少细胞内 Ca2+水平，降低 p-CaMKII和 p-CREB

表达，并降低 N-cdh的表达（P＜0.05、0.01、0.001）。细胞黏附实验、共定位分析、阻断实验表明，二至丸可削弱 N-cdh/Cdh-

11 介导的肿瘤细胞与成骨细胞黏附（P＜0.01、0.001）；AFM 单细胞力谱技术进一步证实，二至丸降低两类细胞间黏附力

和黏附功（P＜0.001）。结论  二至丸可抑制 4T1 乳腺癌细胞活力、迁移和增殖，降低乳腺癌胫骨内肿瘤负荷并减轻骨破

坏，上述作用可能与 Piezo-1/Ca2+/CaMKII/CREB/N-cdh相关信号变化及N-cdh/Cdh-11介导的肿瘤细胞-成骨细胞黏附减弱有关。 
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Abstract: Objective  To investigate how Erzhi Pills inhibits breast cancer growth in bone by regulating adhesion between tumor cells 

and osteoblasts. Methods  MTT assay, wound-healing assay, and crystal violet staining were used to evaluate the effects of Erzhi Pills 

(19.53—5 000.00 μg·mL−1) on the viability, migration, and proliferation of 4T1 cells. A mouse model of breast cancer growth in 

bone was established by injecting 4T1-Luc cells into the tibia. Bioluminescence imaging, in vivo and ex vivo micro-computed 

tomography (micro-CT), survival analysis, and organ index measurements were used to evaluate the efficacy and safety of Erzhi 

Pills (10, and 5 g·kg−1) in vivo. Immunohistochemistry was used to examine the expression of piezo-type mechanosensitive ion channel 

component 1 (Piezo-1) and N-cadherin (N-cdh) in tibial tumor lesions. Intracellular Ca2+ levels were measured using the Fluo-4 AM 
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probe. Western blotting was used to detect the protein levels of Piezo-1, phosphorylated calcium/calmodulin-dependent protein kinase 

II (p-CaMKII), phosphorylated cAMP response element-binding protein (p-CREB), and N-cdh. A direct-contact coculture model of 

4T1 cells and osteoblasts was established. Cell adhesion assays, immunofluorescence colocalization, and blocking experiments were 

used to evaluate cell adhesion mediated by N-cdh/cadherin-11 (Cdh-11). Atomic force microscopy (AFM)-based single-cell force 

spectroscopy was used to measure the adhesion force and adhesion work between the two cell types. Results  Erzhi Pills reduced 4T1 

cell viability and inhibited cell migration and proliferation (P < 0.01, 0.001). In vivo, Erzhi Pills reduced the bioluminescence signal in 

the tibia and decreased the tumor burden in bone. In vivo and ex vivo micro-CT showed a trend toward reduced bone damage. 

Immunohistochemistry further showed that Erzhi Pills reduced Piezo-1 and N-cdh expression in tibial tumor lesions (P < 0.01, 0.001). 

Erzhi Pills prolonged mouse survival, while the heart, kidney, spleen, and liver indices showed no obvious abnormalities. Mechanistic 

experiments showed that Erzhi Pills reduced Piezo-1 expression and intracellular Ca2+ levels and decreased p-CaMKII, p-CREB, and 

N-cdh protein levels in 4T1 cells (P < 0.05, 0.01, 0.001). Cell adhesion, colocalization, and blocking experiments showed that Erzhi 

Pills weakened N-cdh/Cdh-11-mediated adhesion between tumor cells and osteoblasts (P < 0.01, 0.001). AFM-based single-cell force 

spectroscopy further confirmed that Erzhi Pills reduced the adhesion force and adhesion work between the two cell types (P < 0.001). 

Conclusion  Erzhi Pills inhibits the viability, migration, and proliferation of 4T1 breast cancer cells, reduces breast cancer growth in 

the tibia, and alleviates bone damage. These effects may be associated with alterations in Piezo-1/Ca2+/CaMKII/CREB/N-cdh-related 

signaling and weakened N-cdh/Cdh-11-mediated adhesion between tumor cells and osteoblasts. 

Key words: Erzhi Pills; breast cancer bone metastasis; Piezo-1; cell adhesion; bone destruction; atomic force microscopy 

 

乳腺癌骨转移是乳腺癌进展过程中常见且严

重的临床问题，可引起顽固性骨痛、病理性骨折、

高钙血症和脊髓压迫等骨相关事件，严重影响患者

生活质量和生存预后[1]。临床上，部分患者在确诊

时已出现骨内病灶或骨破坏。现有治疗虽可在一定

程度上缓解症状、延缓骨损伤进展，但仍难以有效

阻断肿瘤细胞在骨组织内的持续存活、扩增及其与

骨微环境之间的相互作用[2]。骨微环境由成骨细胞、

破骨细胞、骨基质及多种细胞因子共同组成，其中

乳腺癌细胞与成骨细胞之间的黏附互作有助于肿

瘤细胞在骨内定植并促进病灶进展[3]。因此，从已

发骨转移状态下的“ 骨内生长”和“ 肿瘤细胞-成骨

细胞黏附”入手，寻找能够削弱乳腺癌细胞骨内定

植和持续生长的干预策略具有重要意义。 

在已形成的乳腺癌骨转移病灶中，骨微环境不

再只是肿瘤细胞被动停留的场所，而是逐渐转变为

支持肿瘤细胞持续存活、扩增和侵袭的特殊生态

位。乳腺癌细胞在骨组织内能否长期维持生长，与

其和骨微环境细胞之间的黏附互作密切相关[4]。神

经型钙黏蛋白“（N-cdh）是一种依赖钙离子的黏附分

子，在乳腺癌细胞中高表达[5-6]。N-cdh不仅可介导

肿瘤细胞之间的同型黏附[7-8]，还能与成骨细胞上表

达的钙黏蛋白 11（Cdh-11）形成异型黏附[9-10]，从

而增强乳腺癌细胞与骨微环境之间的稳定连接。

Cdh-11 是成骨细胞和骨组织中具有代表性的黏附

分子，其在骨微环境中的高表达为乳腺癌细胞表面

的 N-cdh提供了持续结合界面，使肿瘤细胞更容易

在骨内病灶中稳定停留，并进一步参与骨溶解和局

部侵袭过程[11]。因此，降低 N-cdh表达、削弱其与

Cdh-11的黏附，从而阻断转移形成[12]，是限制乳腺

癌骨内生长和病灶进展的重要切入点。 

N-cdh的表达及黏附活性与细胞内 Ca2+信号密

切相关。细胞内 Ca2+水平升高可激活 Ca2+/钙调蛋白

依赖性蛋白激酶Ⅱ“（CaMKⅡ）/环磷酸腺苷反应元件

结合蛋白（CREB）信号级联[13]，磷酸化 CREB 可

参与 N-cdh转录调控[14]，进而增强肿瘤细胞黏附能

力。骨组织具有特殊的力学微环境，已进入骨内的

乳腺癌细胞需要不断适应基质硬度、细胞接触和局

部机械应力等刺激。压电型机械敏感离子通道组件

1“（Piezo-1）作为机械敏感离子通道，是连接外界机

械刺激与细胞内 Ca2+信号的重要分子。基于此，本

研究推测，乳腺癌细胞进入骨微环境后，Piezo-1被

激活并引起 Ca2+内流，进一步激活 CaMKII/CREB

轴 [15]，上调 N-cdh 表达，形成 Piezo-1-Ca2+-

CaMKⅡ/CREB-N-cdh”的促黏附通路。在该通路下

游，升高的 N-cdh 可与成骨细胞表面的 Cdh-11 形

成稳定黏附界面，从而促进乳腺癌细胞在骨内定

植。因此，从上游抑制 Piezo-1 介导的 Ca2+信号，

并进一步削弱 N-cdh/Cdh-11黏附轴，可能成为干预

乳腺癌骨内生长的重要策略。 

二至丸由墨旱莲和女贞子组成，是经典补益肝

肾方剂，具有滋阴填精、强筋健骨等功效[16]。中医
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认为，骨失所养多与肝肾不足有关，而肿瘤转移进

展常伴正气亏虚、瘀毒内蕴及痰瘀互结等病理变

化。现代研究显示，墨旱莲和女贞子含有黄酮类、

酚酸类、香豆素类及内酯类等多种活性成分[17]，具

有抗炎、抗氧化、抗肿瘤及调节骨代谢等作用[18]。

因此，本研究选用二至丸作为干预对象，聚焦于乳

腺癌骨内生长中肿瘤细胞与成骨细胞的黏附互作，

基于 机械敏感离子通道-钙信号-黏附”这一调控

模式，探讨二至丸是否能够抑制乳腺癌细胞骨内

生长，削弱乳腺癌细胞与成骨细胞之间的黏附，

并阐明其对 Piezo-1-Ca2+-CaMKII-CREB/N-cdh黏

附轴的调节作用，以期为干预乳腺癌的骨内生长

提供参考。 

1  材料 

1.1  实验细胞与动物 

小鼠乳腺癌细胞 4T1（目录号 SCSP-5056）、

萤火虫荧光素酶标记的小鼠乳腺癌细胞 4T1-Luc

“（目录号 JCRB1447）及小鼠前成骨细胞亚克隆

MC3T3-E1 subclone 14“（目录号 SCSP-5037）购自中

国科学院典型培养物保藏委员会细胞库；成熟成骨

细胞由 MC3T3-E1 subclone 14 经成骨诱导分化获

得。4T1和 4T1-Luc细胞采用 Dulbecco改良 Eagle

培养基（DMEM）培养；MC3T3-E1 subclone 14细

胞采用 α-最低必需培养基“（α-MEM）培养。所有培

养基均加入 10%胎牛血清和 1%青霉素-链霉素，细

胞置于 37 ℃、5% CO2湿润培养箱中培养。 

SPF级雌性 BALB/c小鼠，6周龄，体质量 16～

18 g，购自济南鹏悦实验动物繁育有限公司，实验

动物生产许可证号为 SCXK“（鲁）2022-0006。本研

究获得山东中医药大学实验动物伦理委员会批准

“（批准号 SDUTCM20250829001）。 

1.2  药材与主要试剂 

女贞子和墨旱莲购自济南建联中药店（批号

241101），经山东中医药大学中药教研室鉴定为木

犀科植物女贞 Ligustrum lucidum Ait. 的干燥成熟果

实、菊科植物鳢肠 Eclipta prostrata L.。 

N-cdh抗体“（批号 AF5239）、磷酸化钙调蛋白

依赖性蛋白激酶Ⅱ“（p-CaMKⅡ）抗体“（批号 AF3493）、

磷酸化环磷酸腺苷反应元件结合蛋白“（p-CREB）抗

体“（批号 AF3189）和 Piezo-1抗体“（批号 DF12083）

购自 Affinity Biosciences；甘油醛-3-磷酸脱氢酶

“（GAPDH）抗体“（批号 GB11002）购自 Servicebio公

司；N-cdh 阻断剂 ADH-1（批号 HY-13541）购自

MedChemExpress公司；Cdh-11阻断剂 Sd-133“（批

号 T210508）购自 TargetMol 公司；细胞培养爬片

“（直径 14 mm，批号 801010）购自无锡 NEST生命

科技有限公司；原子力显微镜“（AFM）扫描探针购

自德国 Bruker 公司；DMEM（中国 BasalMedia 公

司）；α-MEM“（美国 Gibco公司）；10%胎牛血清

“（中国 Gold Sere 公司）；1%青霉素-链霉素（中国

Beyotime公司）。 

1.3  实验仪器 

Axio Imager.A2型高级正置荧光显微镜（德国

卡尔·蔡司股份公司）；LT 7035 型微量分光光度

计、Multiskan SkyHigh型酶标仪、CO2湿润培养箱

“（美国赛默飞世尔科技公司）；PowerPac HC型蛋白

质垂直电泳仪、ChemiDoc XRS＋型凝胶成像仪“（美

国伯乐实验室公司）；NanoScope 6型 AFM、Bruker 

Micro-CT 型小动物骨 CT 扫描仪（德国布鲁克公

司）；IVIS Lumina XRMS Series Ⅲ型小动物活体成

像系统（美国 PerkinElmer公司）。 

2  方法 

2.1  二至丸的制备 

分别取女贞子和墨旱莲各 6 g，粉碎后置于

150 mL圆底烧瓶中。按料液比 1∶10 加入 70%乙

醇溶液，回流提取 3 h。提取液经 8层纱布滤过后，

减压回收乙醇，浓缩至膏状。浓缩液置于−80 ℃预

冻过夜后进行冷冻干燥，得到二至丸乙醇提取物粉

末[19]。基于高分辨质谱对二至丸中的化学成分进行

了系统表征，检测出其组成以黄酮类及酚酸类物质

为主，同时检出倍半萜内酯类等活性成分，包括木

犀草素、蟛蜞菊内酯等。经 HPLC检测本研究制备

的提取物中蟛蜞菊内酯质量分数为 0.004 4%。 

2.2  细胞活力、迁移和增殖实验 

2.2.1  MTT 法检测细胞活力   将对数生长期的

4T1 细胞以每孔 6×103个接种于 96 孔板中，每

孔 100 μL。细胞贴壁后给予 5 000.00、2 500.00、

1 250.00、625.00、312.50、156.25、78.13、39.06、

19.53 μg·mL−1的二至丸提取物处理 24 h，对照组不

加药，空白组不接种细胞。加入MTT溶液孵育 4 h，

弃去上清，加入二甲基亚砜溶解甲瓒结晶，采用酶

标仪测定 490 nm 处的吸光度 （A）值，计算细胞

存活率。 

细胞存活率＝(A 给药－A 空白)/(A 对照－A 空白) 

2.2.2  划痕实验检测细胞迁移能力  将对数生长

期的 4T1细胞以每孔 6×105个接种于 6孔板中，待
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细胞生长至约 90%融合形成单层细胞时，使用无菌

200 μL枪头垂直划痕。PBS轻洗去除脱落细胞后，

加入含不同质量浓度“（250、500、750、1 000 μg·mL−1）

二至丸提取物的无血清培养基培养，对照组不加

药。分别于 0、24 h拍照记录，并计算划痕愈合率。 

划痕愈合率＝(S0－S24 h)/S0 

S0-0 h时各组划痕面积；S24 h-24 h时各组划痕面积 

2.2.3  结晶紫实验检测细胞增殖  将对数生长期

的 4T1细胞以每孔 6×105个接种于 6孔板中，待细

胞贴壁并形成约 90%融合单层后，按“ 2.2.2”项下

方法分组、加药处理。固定细胞并进行结晶紫染色，

拍照观察细胞增殖情况。 

2.3  动物分组、模型建立及给药 

小鼠适应性饲养后，采用胫骨骨髓腔注射 4T1-

Luc 细胞建立乳腺癌胫骨骨髓腔内接种模型。小鼠

麻醉固定后，使用 100 U胰岛素注射器将 10 μL 4T1-

Luc细胞悬液（2×105个细胞）[20]缓慢注入小鼠胫

骨骨髓腔内。造模 7 d后进行首次小动物活体成像，

确认胫骨局部肿瘤信号后开始给药。造模小鼠随机

分为模型组、顺铂“（阳性药，5 mg·kg−1）组和二至

丸高、低剂量“（10、5 g·kg−1）组，每组不少于 5只。

二至丸每天 ig给药 1次，顺铂按 5 mg·kg−1每 3天

ip 1次，模型组 ig等体积磷酸盐缓冲液（PBS），

连续干预 21 d。实验期间每 7 天进行 1 次活体成

像，解剖前 1 d进行小动物骨 CT扫描；实验结束

后采集胫骨及心、肾、脾、肝等主要脏器，计算脏

器指数。 

2.4  肿瘤生物发光成像 

小鼠 ip D-luciferin底物“ 150 mg·kg−1，以杜氏

磷酸盐缓冲液“（DPBS）溶解］后，待底物在体内分

布 10～20 min，采用 3%异氟烷经小动物麻醉系统

进行麻醉。随后将小鼠置于 IVIS 小动物活体成像

系统中，采集胫骨局部生物发光信号。各组成像过

程中保持相同的曝光时间、成像参数及感兴趣区域

“（ROI）设置。采用总荧光强度进行定量分析，以评

价 4T1-Luc细胞在胫骨骨髓腔内的生长情况及二至

丸干预效果[22]。 

2.5  Micro-CT 骨重建分析 

实验结束前 1 d对小鼠进行活体骨 CT扫描。

实验结束后处死小鼠，取肿瘤侧胫骨组织，经 4%多

聚甲醛固定后进行离体 Micro-CT 扫描。扫描数据

采用 NRecon软件进行三维重建，采用 Data Viewer

软件进行空间定位，并采用 CTvox软件进行三维可

视化分析。通过比较各组胫骨局部骨结构变化，

评价二至丸对乳腺癌骨内生长相关骨破坏的干预

作用。 

2.6  病灶组织免疫组织化学检测 

取各组小鼠荷瘤胫骨组织，经 4%多聚甲醛固

定、10% EDTA脱钙后进行石蜡包埋，连续切片“（厚

度 4 μm）。切片经脱蜡、水化和抗原修复后，采用

3% H2O2封闭内源性过氧化物酶，并以山羊血清封

闭；分别加入 Piezo-1 和 N-cdh 一抗，4 ℃孵育过

夜。PBS 洗涤后加入 HRP 标记的二抗孵育，采用

DAB显色和苏木精复染，随后脱水、透明并封片。

使用显微镜采集图像，采用 Image J 软件计算阳性

染色面积，以评价 Piezo-1 和 N-cdh 在病灶组织中

的表达水平。 

2.7  Western blotting 分析 

细胞接种、分组及给药操作同“ 2.2.2”项，4T1

细胞加药处理 24 h后提取总蛋白，经 SDS-PAGE电

泳并转膜。封闭后分别加入 Piezo-1、N-cdh、p-

CaMKII、p-CREB及 GAPDH一抗，孵育并洗膜后

加入相应二抗。检测条带，扣除背景后进行灰度分

析，以 GAPDH为内参计算目标蛋白相对表达量。 

2.8  细胞-细胞黏附实验 

将成骨细胞以每孔 1×105 个接种于预包被

0.1%明胶的 24 孔板中，培养至形成稳定单层。另

将对数生长期 4T1 细胞以每孔 6×105个的密度接

种于 6孔板，待细胞贴壁后，分别加入质量浓度为

0“（对照组）、250、500、750和 1 000 μg·mL−1的二

至丸提取物，处理 24 h后，去除含药培养基，消化

并收集细胞，制备单细胞悬液。随后按成骨细胞∶

4T1细胞＝3∶1将 4T1细胞缓慢接种于成骨细胞单

层表面，于 37 ℃孵育 15～30 min。孵育结束后去除

上清，用预热培养基或 PBS轻柔清洗 2次，去除未黏

附细胞，剩余黏附细胞用于后续荧光成像和定量分

析。黏附阻断实验中，分别采用ADH-1（40 μmol·L−1）

预处理 4T1细胞、Sd-133“（1 μmol·L−1）预处理成骨

细胞，均于 37 ℃孵育 1 h，或同时处理 2类细胞后

再进行共培养，对照组不加药，以加入等体积二甲

基亚砜（DMSO）的细胞作为溶媒对照。阻断处理

后按上述方法进行细胞黏附实验，并对黏附细胞进

行荧光成像和定量分析[23]。 

2.9  黏附力和黏附功检测 

采用 AFM单细胞力谱技术检测 4T1细胞与成

骨细胞之间的黏附力和黏附功[24]。将直径 14 mm的
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细胞爬片置于 24 孔板中，将成骨细胞以 5×104

个·cm−2接种于细胞爬片上，培养至融合度达 70%～

80%；另将对数生长期 4T1细胞以每孔 6×105个的

密度接种于 6孔板，待细胞贴壁后，分别加入质量

浓度为 0、250、500和 1 000 μg·mL−1的二至丸提取

物，处理 24 h后，去除含药培养基，消化并收集细

胞，制备单细胞悬液，用于 AFM单细胞力谱检测。

使用无针尖 AFM悬臂捕获单个 4T1细胞，并采用

热噪声法校准悬臂弹性系数。在恒定加载力条件

下，将 4T1 细胞压向成骨细胞并保持接触 5 s，随

后回撤并记录力-距离曲线。回撤过程中出现的最大

反向力定义为黏附力，回撤阶段曲线下面积定义为

黏附功。每组随机选择 30 个 4T1 细胞进行独立测

量，所有检测均在 37 ℃、无血清条件下完成[25]。 

2.10  统计学分析 

使用 GraphPad Prism 9.0软件进行数据分析。

结果用 x s 表示。根据数据的适合性，采用单因素

方差分析或双因素方差分析进行统计评估。 

3  结果 

3.1  二至丸抑制 4T1 乳腺癌细胞活力、迁移和增殖 

为评价二至丸对乳腺癌细胞恶性表型的影响，

本研究首先采用 MTT 实验检测不同质量浓度二至

丸提取物处理后 4T1细胞活力变化。结果显示“（图

1），随着二至丸提取物质量浓度升高，4T1细胞活 

 
A-MTT实验检测 4T1细胞活力；B-划痕愈合实验定量分析；C-划痕愈合代表性图片 (×40)；D-结晶紫染色 (×40)。与对照组比较：**P＜0.01  

***P＜0.001。 

A-MTT assay to detect the viability of 4T1 cells; B-quantitative analysis of scratch healing assay; C-representative image of scratch healing (×40); D-

crystal violet staining (×40). **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group. 

图 1  二至丸对 4T1 细胞活力、迁移及增殖的影响 ( x±s, n＝3) 

Fig. 1  Effect of Erzhi Pills on viability, migration and proliferation of 4T1 cells ( x±s, n＝3) 
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力逐渐下降，提示二至丸对 4T1细胞具有一定抑制

作用（图 1-A）。进一步通过划痕愈合实验观察细

胞迁移能力，与对照组相比，二至丸处理后划痕愈

合速度明显减慢，迁移率显著降低（P＜0.01、

0.001），表明二至丸可削弱 4T1细胞迁移能力“（图

1-B、C）。结晶紫染色结果显示，二至丸处理后细

胞数量明显减少，密度降低，说明二至丸能够抑制

4T1细胞增殖“（图 1-D）。结果表明，二至丸可从细

胞活力、迁移和增殖等方面抑制 4T1乳腺癌细胞的

生长。 

3.2  二至丸抑制胫骨内乳腺癌生长并减轻骨破坏 

IVIS活体成像结果显示“（图 2-A），与模型组

相比，二至丸处理后小鼠胫骨局部生物发光信号减

弱，定量分析进一步证实各给药组胫骨局部总荧光

强度显著降低“（P＜0.01、0.001），且二至丸 10 g·kg−1

效果最显著“（P＜0.01），提示二至丸可抑制 4T1-Luc 

 

A-各组小鼠胫骨生物发光 IVIS成像及荧光总强度定量；B-各组小鼠胫骨体内Micro-CT图像；C-各组小鼠荷瘤胫骨离体Micro-CT图像；D-各

组小鼠心脏、肾脏、脾脏及肝脏脏器指数 (n＝3)；E-各组小鼠生存曲线 (n＝5)。与模型组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001；与二至丸 10 g·kg−1

组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01。 

A-IVIS bioluminescence images in tibia of mice from each group and quantitative analysis of total bioluminescence intensity in tibia; B-In vivo Micro-CT images of 

tibial bone structure in mice; C-Ex vivo Micro-CT images of tumor-bearing tibiae in mice; D-Organ indexes of the heart, kidney, spleen and liver in each group (n = 

3); E-Survival curves of mice in each group (n = 5). **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs Erzhi Pills 10 g·kg−1 group. 

图 2  二至丸抑制乳腺癌细胞在胫骨内生长并减轻骨破坏 ( x±s) 

Fig. 2  Erzhi Pills inhibits growth of breast cancer cells in tibia and reduces bone destruction ( x±s) 
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细胞在胫骨内生长。活体骨 CT 和离体骨 CT 结果

显示，模型组小鼠胫骨局部出现明显骨结构破坏，

而二至丸干预后骨破坏程度有所减轻，表明二至丸

可改善乳腺癌骨内生长相关骨损伤（图 2-B、C）。

脏器指数分析显示，与模型组比较，各给药组心、

肾、肝指数未见明显变化，二至丸 10 g·kg−1组脾脏

指数明显下降（P＜0.001），提示二至丸在本实验

条件下具有较好的体内安全性（图 2-D）。此外，

生存曲线结果显示，二至丸干预可延长荷瘤小鼠生

存时间“（图 2-E）。结果表明，二至丸能够降低乳腺

癌骨内肿瘤负荷，减轻胫骨骨破坏，并改善小鼠生

存情况。 

3.3  二至丸下调 Piezo-1 表达并降低细胞内 Ca2+

内流 

为探讨二至丸是否影响乳腺癌细胞对骨微环

境机械刺激的响应，本研究围绕机械敏感离子通道

Piezo-1及其介导的 Ca2+内流进行检测。机制示意图

显示，Piezo-1可介导 Ca2+内流，并参与调控乳腺癌

细胞在骨微环境中的生物学行为“（图 3-A）。Western 

blotting结果显示，与对照组比较，二至丸 500、750、

1 000 μg·mL−1处理后 4T1细胞中 Piezo-1 蛋白表达

显著降低（P＜0.01、0.001，图 3-B、C）；免疫荧光

检测结果与之一致（图 3-D、G）。Fluo-4 AM探针

检测显示，与对照组比较，二至丸 750、1 000 μg·mL−1

处理后细胞内 Ca2+荧光强度显著降低（P＜0.001，

图 3-E、H）。免疫组织化学结果进一步显示，与模

型组相比，二至丸处理组荷瘤胫骨病灶组织中

Piezo-1阳性染色面积明显降低“（图 3-F、I）。结果

提示，二至丸干预伴随 4T1 细胞 Piezo-1 表达及细

胞内 Ca2+水平降低，并可下调动物病灶组织中

Piezo-1的表达。 

3.4  二至丸降低 p-CaMKII、p-CREB、N-cdh 蛋

白表达 

基于二至丸可减弱 Piezo-1 介导的 Ca2+内流，

本研究进一步检测其对 CaMKII/CREB 信号通路及

黏附分子 N-cdh表达的影响。机制示意图显示，Ca2+

信号可通过激活 CaMKⅡ/CREB 通路调控 N-cdh表

达，从而参与乳腺癌细胞黏附过程“（图4-A）。Western 

blotting结果显示，二至丸处理后 4T1细胞中N-cdh、

p-CaMKⅡ和 p-CREB 蛋白表达水平均明显降低，

其中 500、750、1 000 μg·mL−1组 N-cdh、p-CREB，

1 000 μg·mL−1组 p-CaMKⅡ差异显著“（P＜0.05、0.01、

0.001，图 4-B～E）。免疫组织化学结果进一步显

示，与模型组相比，各给药组荷瘤胫骨病灶组织中

N-cdh阳性染色面积明显降低“（P＜0.01、0.001，图

4-F、G）。结果表明，二至丸对 N-cdh表达的调节

可能与 CaMKⅡ/CREB相关信号变化有关。 

3.5  二至丸减弱 4T1 细胞与成骨细胞黏附及 N-

cdh/Cdh-11 共定位 

为评价二至丸对 4T1 细胞与成骨细胞功能性

黏附的影响，本研究建立二者直接接触共培养模

型。细胞黏附结果显示，对照组 4T1细胞与成骨细

胞之间黏附明显，而二至丸处理后黏附细胞数量减

少，定量分析结果进一步证实，与对照组比较，二

至丸可降低 2 类细胞之间的黏附水平（P＜0.01、

0.001，图 5-A、D）。免疫荧光共定位分析显示，

与对照组比较，随二至丸浓度的升高，N-cdh与 Cdh-

11 在细胞接触区域共定位信号减弱（P＜0.01、

0.001，图 5-B、E）。进一步通过阻断实验验证 N-

cdh/Cdh-11 黏附轴的功能发现，阻断 N-cdh 和/或

Cdh-11后，4T1细胞与成骨细胞之间的黏附明显减

少“（P＜0.001，图 5-C、F）。结果表明，二至丸可

削弱 N-cdh/Cdh-11介导的 4T1细胞与成骨细胞黏

附，从而可能干扰乳腺癌细胞在骨微环境中的稳

定定植。 

3.6  二至丸降低 4T1 细胞与成骨细胞之间的黏附

力和黏附功 

为从单细胞力学层面进一步验证二至丸对 4T1

细胞-成骨细胞黏附的影响，本研究采用 AFM单细

胞力谱技术检测 4T1细胞与成骨细胞之间的黏附力

和黏附功。AFM检测示意图展示了单细胞黏附力学

测定的基本过程（图 6-A）。结果显示，与对照组

相比，二至丸处理后 4T1细胞与成骨细胞之间的黏

附力和黏附功均明显降低“（图 6-B、C）。单细胞水

平定量分析进一步证实，二至丸可减弱两类细胞之

间的初始黏附强度“（图 6-D、E）。结果表明，二至

丸不仅可调控黏附相关分子表达及共定位，还可

从力学层面削弱 4T1细胞与成骨细胞之间的物理

黏附，从而可能干扰乳腺癌细胞在骨微环境中的

稳定定植。 

4  讨论 

乳腺癌细胞在骨内病灶中的持续生长，不仅取

决于其自身恶性生物学行为，还与其对骨微环境的

适应及其与骨组织细胞的互作密切相关。近期研究

显示，肿瘤细胞来源的淋巴毒素-β 可激活成骨细

胞并促进肿瘤细胞-成骨细胞黏附及破骨细胞形 
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A-Piezo-1介导乳腺癌骨内生长微环境中 Ca2+内流示意图；B-二至丸处理后 4T1细胞 Piezo-1蛋白表达的Western blotting检测；C-Piezo-1蛋白

表达定量分析；D-Piezo-1 免疫荧光定量分析；E-细胞内 Ca2+荧光强度定量分析；F-病灶组织中 Piezo-1 阳性染色面积占比；G-Piezo-1 免疫荧

光染色 (×200)；H-二至丸处理后细胞内 Ca2+的 Fluo-4 AM荧光染色 (×100)；I-肿瘤组织中 Piezo-1的免疫组化图 (×100)。与对照组比较：

**P＜0.01  ***P＜0.001；与模型组比较：###P＜0.001。 

A-schematic diagram of Ca2+ influx in the microenvironment of intramedullary growth of breast cancer mediated by Piezo-1; B-Western blotting analysis 

of Piezo-1 protein expression in 4T1 cells after Erzhi Pills treatment; C-quantitative analysis of Piezo-1 protein expression; D-quantitative analysis of 

Piezo-1 immunofluorescence; E-quantitative analysis of intracellular Ca2+ fluorescence intensity; F-proportion of Piezo-1 positively stained area in the 

lesion tissue; G-Piezo-1 immunofluorescence staining (×200); H-Fluo-4 AM staining of intracellular Ca2+ after Erzhi Pills treatment (×100); I-

Immunohistochemical images of Piezo-1 in tumor tissue (×100). **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group; ###P < 0.001 vs model group. 

图 3  二至丸下调 Piezo-1 表达并降低细胞内 Ca2+水平 ( x±s, n＝3) 

Fig. 3  Erzhi Pills downregulates Piezo-1 expression and reduces intracellular Ca2+ levels ( x±s, n＝3) 

成[26]；另有单细胞研究发现，乳腺癌细胞可诱导骨

细胞衰老及促破骨性分泌表型，进而加重骨破坏[27]。

这些研究提示，骨内定植是肿瘤细胞与骨微环境细

胞共同驱动的动态过程，也为从细胞黏附及力学适

应角度干预乳腺癌骨内生长提供了依据。 

二至丸作为经典补益肝肾方剂，具有“ 滋阴填 
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A-Piezo-1/Ca²⁺/CaMKII/CREB/N-cdh 相关信号及细胞黏附的研究假设示意图；B～E-二至丸处理后 4T1 细胞 N-cdh、p-CaMKII、p-CREB 蛋白

表达的 Western blotting 检测及定量分析；F-病灶组织中 N-cdh 阳性染色面积占比；G-肿瘤组织中 N-cdh 的免疫组化图 (×100)。与对照组比

较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001；与模型组比较：##P＜0.01  ###P＜0.001。 

A-schematic illustration of the proposed Piezo-1/Ca²⁺/CaMKII/CREB/N-cdh-related signaling and cell adhesion; B-E-Western blotting analysis and 

quantitative analysis of N-cdh, p-CaMKII and p-CREB in 4T1 cells after Erzhi Pills treatment. F-proportion of N-cdh positively stained area in the lesion 

tissue; G-immunohistochemical images of N-cdh in tumor tissue (×100). *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group; ##P＜0.01  ###P < 0.001 

vs model group. 

图 4  二至丸降低 p-CaMKII、p-CREB 及 N-cdh 蛋白表达 ( x±s, n＝3) 

Fig. 4  Erzhi Pills reduces expression of p-CaMKII, p-CREB and N-cdh ( x±s, n＝3) 

精、强筋健骨”的传统应用基础，同时具备中药复

方多成分、多环节调控的特点[16]。本课题组从二至

丸中鉴定出木犀草素、槲皮素、蟛蜞菊内酯、对香

豆酸及咖啡酰奎宁酸类等多种潜在活性成分。已有

研究表明，蟛蜞菊内酯可抑制 4T1细胞增殖、迁移

和侵袭，并减弱乳腺癌细胞诱导的破骨细胞分化及

骨吸收[28-29]；木犀草素、槲皮素、对香豆酸和咖

啡酰奎宁酸类成分亦具有抑制乳腺癌细胞恶性表

型、调节 Ca2+信号或改善骨细胞失衡的作用[30-35]。

上述研究提示，这些成分可能共同构成二至丸抑

制乳腺癌骨内生长和减轻骨破坏的候选药效物质

基础。 



第 49 卷第 11 期  2026 年 11 月     Drug Evaluation Research    Vol. 49 No. 11  November 2026 

    

·3862· 

 

A-二至丸处理后 4T1细胞与成骨细胞直接共培养黏附代表性图像（×100）；B-二至丸处理后 4T1细胞与成骨细胞直接共培养体系中 N-cdh与

Cdh-11免疫荧光共定位图像（×200）；C-阻断处理后细胞黏附免疫荧光图像（×100）；D-二至丸处理后 4T1细胞与成骨细胞直接共培养黏

附定量分析；E-N-cdh与 Cdh-11共定位比例分析；F-阻断处理后细胞黏附定量分析。与对照组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001。 

A-representative images of cell adhesion after direct co-culture of 4T1 cells and osteoblasts with Erzhi Pills treatment (×100); B-immunofluorescence 

colocalization images of N-cdh and Cdh-11 in the direct co-culture system of osteoblasts and 4T1 cells after Erzhi Pills treatment (×200); C-

immunofluorescence images of cell adhesion after blocking treatment (×100); D-quantitative analysis of cell adhesion after direct co-culture of 4T1 cells 

and osteoblasts with Erzhi Pills treatment; E-N-cdh and Cdh-11 colocalization ratio analysis; F-quantitative analysis of cell adhesion after blocking 

treatment. **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group. 

图 5  二至丸减弱 4T1 细胞与成骨细胞黏附及 N-cdh/Cdh-11 共定位 ( x±s, n＝3) 

Fig. 5  Erzhi Pills reduces adhesion between 4T1 cells and osteoblasts and decreases N-cdh/Cdh-11 colocalization ( x±s, n＝3) 

本研究结果显示，二至丸可抑制 4T1 细胞活

力、迁移和增殖，并在乳腺癌胫骨骨内生长模型中

降低局部肿瘤负荷、减轻骨结构破坏和延长小鼠生

存时间，且主要脏器指数未见明显异常。与以往主

要关注单一肿瘤表型或破骨过程的天然产物研究

相比，本研究从肿瘤细胞恶性表型、骨内肿瘤负

荷及骨结构变化等层面评价了二至丸的综合作

用，为其干预乳腺癌骨内生长提供了较为完整的

药效依据。 

骨组织具有特殊的力学微环境，乳腺癌细胞需

要适应基质硬度、空间压缩及细胞接触等机械刺

激。已有研究表明，机械压缩可通过激活 Piezo-1介

导 Ca2+内流，增强 MDA-MB-231和 4T1细胞的基

质降解及侵袭能力[36]。近期研究进一步发现，细胞

几何形态和上皮-间质可塑性与 Piezo-1介导的 Ca2+

信号密切相关[37]。本研究观察到二至丸干预后 4T1

细胞 Piezo-1 表达及 Ca2+荧光强度降低，动物荷瘤

胫骨病灶组织中 Piezo-1阳性表达亦相应下降，与 
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A-AFM 检测细胞-细胞黏附示意图；B、C-不同组间细胞黏附力和黏附功检测结果；D、E-单细胞黏附力和黏附功定量分析。与对照组比较：

***P＜0.001。 

A-schematic diagram of cell-cell adhesion detection by AFM; B and C-adhesion force and adhesion work in different groups; D and E-quantitative analysis 

of single-cell adhesion force and adhesion work. ***P < 0.001 vs control group. 

图 6  二至丸降低 4T1 细胞与成骨细胞间的黏附力和黏附功 ( x±s, n＝30) 

Fig. 6  Erzhi Pills reduces adhesion force and adhesion work between 4T1 cells and osteoblasts ( x±s, n＝30) 

上述机械感受研究在作用方向上相互印证，并将

Piezo-1 相关机械信号研究进一步拓展至中药复方

干预乳腺癌骨内生长的情境。 

进一步研究显示，二至丸干预伴随 p-CaMKII、

p-CREB和 N-cdh表达下降，动物病灶组织中 N-cdh

阳性表达亦降低。N-cdh/Cdh-11介导的异型黏附有

助于乳腺癌细胞与成骨细胞形成稳定连接[11]，而阻

断实验和共定位分析支持该黏附轴参与两类细胞

互作。本研究进一步采用 AFM 单细胞力谱技术，

直接测定二至丸干预后肿瘤细胞-成骨细胞黏附力

和黏附功的变化，从分子表达、细胞功能及单细胞

力学层面形成相互支持的证据。 

二至丸抑制乳腺癌骨内生长和减轻骨破坏的

作用，可能与调节 Piezo-1-Ca2+-CaMKⅡ-CREB/N-

cdh相关信号，并削弱 N-cdh/Cdh-11介导的肿瘤细

胞-成骨细胞黏附有关“（图 7）。本研究将中药复方

干预、机械敏感离子通道、异型细胞黏附及 AFM单

细胞力学检测相结合，为认识二至丸干预乳腺癌骨

内生长的潜在机制提供了新的实验依据。但本研究

尚缺乏 Piezo-1功能获得、缺失及救援实验，也有待

结合 HE 染色、Ki-67 及骨代谢相关组织学检测进

一步验证肿瘤增殖和骨破坏情况。 
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图 7  二至丸调控肿瘤细胞-成骨细胞黏附干预乳腺癌骨内生长的机制 

Fig. 7  Mechanism of Erzhi Pills in regulating tumor cell-osteoblast adhesion to inhibit bone metastasis in breast cancer 
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